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摘要 :【 目 的) 暗黑 鳃 金龟 Holotrichia parallela 通过 气味 结合 蛋白 (odorant binding protein，OBP) 识 
别 性 信息 素 和 植物 挥发 物 准 确 而 迅速 地 定位 配偶 、 寄 主 植 物 。 本 研究 通过 克隆 上 暗黑 鳃 金龟 气味 结 
合 蛋 白 15a( HparOBP15a) 基 因 , 解 析 该 基因 的 编码 蛋白 特征 .组 织 表 达 模 式 及 与 寄主 植物 气味 等 
化 合 物 的 结合 特性 方面 的 研究 ,为 益 明 上 暗黑 鳃 金龟 基 于 嗅觉 识别 的 寄主 植物 选择 机 理 黄 定理 论 基 
础 。【 方 法 根据 暗黑 鳃 金龟 成 虫 触角 转录 组 测序 的 结果 ,利用 RT-PCR 克隆 了 Hpar0OBP15a 基因 ; 
Real-time PCR 方法 分 析 了 该 基因 在 成 虫 不 同 部 位 的 表达 量 差异 ;荧光 竞争 结合 测定 了 HparOBP15a 
蛋白 和 58 种 候选 化 合 物 的 结合 特征 ,【 结果 ] 上 暗黑 鳃 金龟 HparOBPlSa 基因 全 长 534 bp ,编码 
147 个 氨基 酸 ,GenBank 登录 号 为 AK1834747。HparOBP15a 在 触角 中 特异 表达 , 且 在 唆 虫 触角 中 
著 高 于 雄 虫 。 在 被 测 的 58 种 化 合 物 中 ,HparOBP15a 与 46 种 气味 化 合 物 具 有 较 好 的 亲 和 
,其 中 与 十 二 烷 、 十 二 醇 结合 能 力 最 强 , 其 解 离 常数 分 别 为 8.5 和 11.3 kmolL; 同 时 ,对 性 信息 
各 异 亮 氨 酸 甲 酯 和 R- 芳 樟 醇 ) 也 有 一 定 的 结合 能 力 ( 解 离 常数 分 别 为 21.0 和 18.5 pmol/L)。 
【结论 ] HparOBP15a 具有 广泛 的 气味 结合 谱 , 其 中 对 榆树 挥发 物 十 二 烷 的 结合 能 力 最 强 , 因 此 该 蛋 
白 可 能 在 暗黑 鳃 金龟 对 榆树 的 定位 过 程 中 具有 重要 作用 。 
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Cloning and functional analysis of an odorant-binding protein HparOBP1sa 


gene from Holotrichia parallela (Coleoptera: Melolonthidae) 
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150030, China; 2. State Key Laboratory for Biology of Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant 
Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100193, China) 

Abstract: 【Aim 】 The dark black chafer, Holotrichia parallela, locates the mate and host plant 
accurately and rapidly by binding of the odorant binding proteins ( OBPs) with sex pheromones and plant 
volatiles. This study aims to clone the open reading frame ( ORF) of odorant binding protein 15a 
( HparOBP15a) gene from H. parallela, as well as to gain insight into the characteristics of its encoding 
protein, its expression patterns, and characterize the binding profiles of OBP1S5a with a number of plant 
volatiles , and will provide a theoretical basis for a better understanding of the chemosensory mechanism of 


H. parallela. 【Methods】Based on transcriptome sequencing of the adult antenna of H. parallela, reverse 
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transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to amplify the ORF of HparOBPI1Sa. The 
mRNA levels of HparOBP]1Sa in different tissues of adults were assayed by real-time quantitative PCR 
(qRT-PCR). Binding affinities of HparOBP15a towards 58 compounds, which are probably associated 
with the chemosensation of H. parallela, were measured by fluorescent competitive binding assay. 
【Results 】 HparOBPl1Sa has a full-length cDNA of 534 bp, encoding 147 amino acids, and its 
corresponding sequence was submitted to GenBank under the accession number AK1834747. The qRT- 
PCR assay indicated that HparOBPl1Sa mRNA was specifically expressed in the antennae of female 
adults. Among the 58 chemicals tested，HparOBP15a exhibited a good affinity to 46 kinds of ligands. 
Notably, it was found that HparOBP15a had the strongest binding affinity to dodecane and 1-dodecanol ， 
with the dissociation constant of 8. 3 and 11.3 ymol/L, respectively. HparOBP15a had a certain binding 
affinity toward the sex pheromone components methyl L-isoleucinate and ( -) -linalool ，with the dissciation 
constant of 21. 0 and 18.5 nmol/L，respectively. 【 Conclusion 】HparOBP1Sa protein shows a broad 
odorant-binding spectrum and has a strong binding affinity toward dodecane, a volatile from host elm 
leaves. This protein thus may play an important role in locating host of H. parallela. 
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fluorescent competitive binding assay 


嗅觉 系统 在 昆虫 生存 和 适应 环境 中 均 具有 重要 
作用 ,能 从 成 千 上 万 种 不 同 气味 中 识别 出 某 些 特异 
性 气味 物质 ( 王 桂 芝 等, 2002) 。 昆 虫 对 气味 的 识别 
主要 涉及 气味 结合 蛋白 (odorant binding proteins ， 
OBPs) 气味 受 体 (odorant receptors，ORs) 气味 降 
解 酶 (odorant-degrading enzymes，ODFs) 、 离 子 型 受 
体 (ionotropic receptors ，IRs ) 以 及 感觉 神经 元 膜 蛋 
白 (sensory neuron membrane proteins, SNMPs ) 
(Leal, 2013) 。 其 中 OBPs 运送 外 界 的 下 水 性 信息 
物质 穿 过 亲 水 性 的 淋巴 液 而 到 达 嗅 觉 神经 元 树 突 表 
面 的 ORs( Pelosi and Maida，1995 ) ,引发 嗅觉 系统 
对 气味 的 感受 。0BPs 是 昆虫 识别 、 运 输 外 界 信息 物 
质 的 第 一 元 素 ,是 实现 不 同 气味 信号 分 辨 和 传递 的 
重要 因子 。OBPs 是 一 类 水 溶性 的 小 分 子 蛋白 ,一般 
为 15 ~17 kD,N 末端 有 信号 肽 ,序列 中 有 6 个 保守 
的 半 胱 氨 酸 位 点 ,次 级 结构 一 般 折 礁 成 6 个 a 螺旋 
结构 , 通过 形成 圆锥 形 的 空 腔 结合 气味 分 子 
( Steinbrecht et al., 1995 ) 。 

音 墨 鲤 金 怨 Holotrichia parallela, 是 我 国 严 重 发 
生 的 地 下 害虫 ( 罗 宗 秀 等 , 2009 ) , 幼虫 主要 为 害 花 
生 \ 大 豆 、 红 暮 、 小 麦 等 大 田 作物 地 下 部 分 , 常 造成 毁 
灭 性 灾害 。 暗 黑 鳄 金 怨 成 虫 一 般 在 交配 后 取 食 , 主 
要 取 食 榆树 、 杨 树 、 山 楂 树 、 梨 树 、 苹 果树 等 树木 叶 
片 ,并 表现 出 明显 的 定向 取 食 和 寄主 植物 选择 特性 
( 罗 益 镇 , 1981; 鞠 倩 等 , 2014) 。 已 有 研究 表明 , 植 
物 挥 发 性 气味 是 暗黑 鳃 金龟 对 寄主 植物 定位 的 主要 
言 息 化 合 物 ( 费 仁 雷 , 2012; 李 为 争 等 , 2013 ) 。 目 
前 ,暗黑 鳃 金龟 触 角 转 录 组 测序 获得 了 25 个 OBPs 














































































































编码 基因 (Ju et al., 2014 ) ,为 全 面 开 展 其 对 寄主 植 
物 的 嗅觉 识别 机 理 提供 了 可 能 。 其 中 , HparOBP1 
和 HparOBP2 两 种 蛋白 仅 能 特异 性 结合 几 种 寄主 植 
物 挥 发 物 和 性 信息 素 (Ju et al., 2012) ,暗黑 鳃 金色 
对 于 活性 化 合 物 的 嗅觉 识别 机 理 仍 有 待 我 们 的 进 一 
步 开 展 研究 。 本 文通 过 克隆 上 暗黑 鳃 金 包 气味 结合 蛋 
白 15a( HparOBP15a) 编码 基因 并 对 其 进行 原核 表 
达 及 蛋白 纯化 ,根据 蛋白 与 不 同 信 息 化 合 物 的 结合 
特性 分 析 , 研 究 了 HparOBP15a 蛋白 对 不 同 气味 的 
结合 特性 ,为 明确 暗黑 鳃 金色 对 寄主 植物 的 嗅觉 识 
别 机 理 英 定 基础 。 























1 材料 和 方法 


1.1 供 试 虫 源 与 主要 试剂 

暗黑 鳃 金 怨 成 虫 于 2013 年 7 月 在 河北 省 沧州 
市 郊区 采集 ,采集 后 的 成 虫 置 于 25 + 上 1% 养 虫 室内 
饲养 。 取 新 羽化 的 成 虫 用 包 子 取 头 、 胸 、 腹 触角 、 足 
和 翅 , 置 于 液 所 中 速冻 ,于 -80Y 保存 。 

总 RNA 提取 试剂 Trizol 购 自 Invitrogen 公司 ; 
cDNA 第 一 链 合成 试剂 盒 、 Agarose Gel DNA 
Purification Kit Ver. 2. 0 试剂 盒 . BomH 工 内 切 酶 、 
Hind 亚 内 切 酶 等 购 自 TaKaRa 公司 ; MIX、 和 蛋白 
Marker 购 自 北京 博 迈 德 科技 发 展 有 限 公司 ;感受 态 
细胞 Trans 5$a Chemically Competent Cell Transettia 
(DE3) Chemically Competent Cell 、 蛋 白质 BCA 法 定 
量 试剂 盒 .DNA Marker 等 购 自 全 式 金 公司 ;pGEM- 
14 Easy vector、T4 DNA ligase 试剂 盒 .CoTaqd qPCR 
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Master Mix 试剂 盒 购 自 Promega 公司 ;气味 标 样 壬 
醛 、 十 一 醛 和 葵 甲 醚 购 自 Aladdin 公司 ;L- 异 亮 氨 酸 
甲 酯 购 自 Matrix 公司 ; 奖 光 探 针 1-NPN、 表 1 中 其 余 
气味 标 样 购 自 Sigma-Aldrich 公司 。 质 粒 提取 试剂 
盒 购 自 北 京 天 根 生化 科技 有 限 公 司 ; Ni Sepharose 
6 Fast Flow 填料 .3.5 kDa 透析 袋 .0.45 hm 滤器 购 
自 北 京 江 晨 源 远 生 物 科技 有 限 责 任 公司 ;重组 牛 肠 
激酶 购 自 上 海 启 发 实验 试剂 有 限 公司 ; pET-30a 
(+ ) 载 体 为 本 实验 所 保存 。 其 余 试 剂 均 购 自 上 海 
生 工 生物 工程 股份 有 限 公 司 。 引 物 由 上 海 生 工 生物 
工程 股份 有 限 公 司 合成 ,测序 由 北京 华 大 基因 生物 
技术 公司 完成 。 
1.2 RNA 提取 、 基 因 扩 增 及 序列 分 析 

取 100 对 触角 ,将 其 倒 人 事先 预 冷 的 无 RNA 酶 
的 研 钵 中 ,加 入 液 氮 ,了 迅速 研磨 ,根据 Trizol 提取 
RNA 说 明 书 提取 触角 RNA ,加 入 适量 DEPC 水 溶解 
沉淀 。 按 照 反 转录 系统 说 明 书 进行 反 转 录 合 成 
cDNA 第 一 链 , 作 为 RT-PCR 的 模板 。 

根据 转录 组 信息 获得 的 Hpar0BP15a 基因 序 
列 , 利 用 SignalP 3. 0 Server 分 析 Hpar0BP15a 基因 
言 号 肽 序列 ,使 用 Primer Premier 5.0 设计 扩 增 不 含 
信和 号 肽 序列 的 特异 性 引物 ,设计 的 引物 带 有 BamH 
| 和 Hind 焉 酶 切 位 点 ( 双 下 划 线 标注 ) ,引物 序列 
如 下 : 

HparOBP1SaF: 5’-CGGGATCCGACCCCGATAA 
AGAAAAACTGCG-3'; 

HparOBP1SaR: 5’-CCCAAGCTTTCAAGACGAC 
GGACTTAAACCAGCC-3', 

以 上 述 反 转录 得 到 的 cDNA 为 模板 ,在 PCR 仪 
中 扩 增 编码 HparOBP15a 的 核 昔 酸 序列 。RT-PCR 
反应 体系 为 23 pL, 其 中 cDNA 模板 1 pL,2 x 
mixture 12.5 pL, 上 下 游 引物 (10 umolL) 各 0.5 
pL, 其 余 的 用 去 离子 水 补足。PCR 反应 条 件 : 95C 
3 min; 94%C 30 s,60%C 30 s,72%C 30 s, 35 个 循环 ; 
72%C 10 min。 扩 增产 物 用 1% 琼脂 糖 凝 胺 电泳 检测 。 

按照 Agarose Gel DNA Purification Kit 2.0 试剂 
盒 说 明 书 ,对 PCR 产物 进行 纯化 ,与 pGEM-T4 Easy 
vector 4% 过夜 连接 。 取 适量 连接 体系 转化 到 Trans 
Sa Chemically Competent Cell, 进行 蓝 白 斑 箭 选 , 随 
机 挑 取 5 个 阳性 克隆 进行 测序 。 

序列 分 析 由 DNAman 软件 完成 , 蛋白质 的 理化 
性 质 由 ProtParam ( http://web. expasy. org/ protparam/ ) 
分 析 , 利用 SignalP 4. 0 (http://www. cbs. dtu. dk/ 
services/SignalP/) 分 析 和 蛋白 质 的 信号 肽 ,ClustalX 2.1 
























































软件 进行 序列 比 对 ,应 用 Mega 5.0 软件 采用 邻近 法 
(1 000 次 抽样 分 析 ) 进行 系统 进化 树 分 析 。 
1.3 重组 表达 载体 构建 及 蛋白 表达 纯化 

用 限制 性 内 切 酶 BamwH I 和 find 耳 对 pCEM- 
T4-OBP15a 质粒 和 PET-30a( + ) 质 粒 37% 酶 切 3 h， 
分 别 对 目的 片段 腕 回收 ,用 T4 DNA ligase 连接 切 开 
的 表达 载体 和 目的 片段 。 将 重组 表达 质粒 PET30a- 
OBP15a 转化 到 表达 感受 态 细 胞 Transetta (DE3), 挑 
取 阳 性 克隆 ,测序 , -20Y 保存 测序 正确 的 表达 菌 液 。 

将 测序 正确 的 表达 菌 液 37%C .220 xmin 培养 至 
0Dow 在 0.6 ~0.8 之 间 , 加 入 终 浓 度 为 0.25 mmol/L 
IPTG,30%C 下 180 r/min 诱导 8 h ,离心 收集 菌 体 ,加 
入 裂解 液 ,经 超声 破碎 ,离心 取 上 清 , 用 于 蛋白 纯化 。 
蛋白 使 用 Ni Sepharose" 6 Fast Flow 填料 进行 纯化 ， 
用 含有 不 同 浓度 咪 哗 20, 40, 80, 100, 120, 300 和 
500 mmolL 的 洗 脱 缓冲 液 洗 脱 , 获 得 的 
HparOBP15a 和 蛋白 洗 脱 液 置 于 2 上 50 mmol/L Tris- 
HCI( pH 7.4) 缓 冲 液 中 过 夜 透析 。 按 照 重 组 肠 激酶 
说 明 书 ,对 纯化 后 的 重组 蛋白 进行 肠 激酶 酶 切 以 切除 
His-tag , 酶 切 后 的 重组 蛋白 再 次 用 亲 和 层 析 柱 纯化 ， 
保存 于 -70Y 。 
1.4 暗黑 鲁 金 龟 气味 结合 蛋白 15a 基因 
( HparOBP15a) 的 组 织 定位 

按照 1.2 节 方 法 分 别提 取 100 mg 头 、 胸 、 腹 、 触 
角 . 足 和 翅 各 部 位 RNA, 反 转录 合成 cDNA 第 一 链 ， 
用 水 稀释 至 100 ng/pL 作为 qPCR 的 模板 。Real- 
time PCR 在 Bio-Rad 实时 荧光 定量 PCR 仪 中 进行 。 

根据 暗黑 鳃 金龟 成 虫 触 角 转 录 组 数据 信息 , 找 
出 内 参 基 因 G4PDH ,利用 Primer Premier 5 软件 设计 
一 对 特异 性 引物 ,以 不 同 组 织 cDNA 为 模板 ,PCR 扩 
增 内 参 基 因 。 在 扩 增 得 到 的 GAPDH 基因 cDNA 序 
列 内 设计 一 对 特异 性 引物 。 根 据 却 ar0BP15a 核 昔 
酸 序列 ,利用 Primer Premier 5 设计 特异 引物 ,引物 
序列 如 下 : 

CAPDH-F: 5’-AATACCTTTTAGTGGTCCTTCCG-3’; 

CAPDH-R: 5’-TGCATGCTATCACAGCTACGC-3'。, 

HparOBP15aF: 5’-CTCTTGTGCTTATTTCGTTC-3’; 

HparOBP15aR.: 5’-CTAAAGTACCGTCCTTCATG-3’, 

根据 GoTaq qPCR Master Mix 试剂 盒 说 明 书 ,在 
冰 上 配制 PCR 母液。 其 中 cDNA 模板 2 pL, CoTaq 
qPCR Master Mix 10 kL, 上 下 游 引 物 ( 10 pmol/L) 各 
0.4 pL, 其余 用 去 离子 水 补足 。PCR 反应 条 件 : 
94%C 2 min, 40 个 热 循环 : 94Y 30 s,60Y 1 min。 
所 有 组 织 均 设 3 套 模板 作为 重复 。 
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Hpar0BP15a 基因 在 各 组 织 中 的 相对 表达 量 通 
过 2-~“ 值 法 进行 计算 ,其 中 ACt=Ct 目标 基因 - Ct 
内 参 基 因 , AACt = Ct 样品 - Ct 参照 物 , 利用 
GraphPad Prism 5.0 作 图 比较 基因 的 相对 表达 量 。 
1.5 ” 菊 光 竞争 结合 实验 

本 实验 使 用 的 仪器 是 970CRT 荧光 分 光 光 度 计 
(上 海 精密 科学 公司 ) ,所 用 容器 为 1 cm 宽 的 石英 
比 色 严 ,激发 狭 颖 10 nm, 灵敏 度 为 1, 设 定 激发 光波 
长 为 337 nm ,扫描 波长 的 范围 设 定 为 330 ~550 nm。 

向 荧光 比 色 轩 中 加 入 2 mL 2 hmolL 蛋白 溶 
液 , 随 后 陆续 加 入 实 光 探 针 1-NPN 储备 液 至 蛋白 饱和 。 
根据 最 大 荧光 强度 值 ,绘制 饱和 曲线 ,利用 软件 
GraphPad Prism 5.0 中 Scatchard 方程 计算 HparOBP15a 
和 欧 光 探 针 1-NPN 的 解 离 常数 Ki npy] o 

以 甲醇 为 溶剂 将 各 气味 溶液 配制 成 1 mmoLL 
的 试 样 ,逐次 加 入 2 ~40 pmolL 的 气味 标 样 溶液 。 
假设 HparOBP15a 和 蛋白 活性 为 100% ,是 在 饱和 状态 
下 配 体 与 蛋白 按照 1: 1 分 子 比例 结合 ,根据 公式 
Kd = [ICso ]/(1+ [ 1-NPN]/ KNpy] ) 计算 蛋白 与 配 
体 的 竞争 解 离 常数 Kd 值 ,其 中 [ICs ] 为 配 体 置换 
50% 的 1-NPN 时 的 配 体 浓度 ; [1-NPN ] 为 自由 的 



























































1-NPN 探 针 的 浓度 , Kiiwowj 为 HparOBP15a/1-NPN 
的 解 离 常数 。 


2 结果 


2.1 HparOBPI15a 序列 分 析 

Hpar0BP15a 的 cDNA 序列 全 长 534 bp( GenBank 
登录 号 : AK1834747 ) , 其 中 开放 阅读 框 长 321 bp， 
含 起 始 密码 子 ATG ,终止 密码 子 TAA (图 1) ,预测 
的 蛋白 分 子 量 为 15.7 kDa。Hpar0BP15a 编码 147 
个 氨基 酸 ,N 端 带 有 20 个 氨基 酸 的 信号 肽 ,含有 6 
个 保守 的 半 胱 氨 酸 ,它们 所 在 的 位 置 如 下 :Ci-Xx- 
C2-Xs-C3-Xo-C4-Xn-Cs-Xs-Ce(X 为 任意 氨基 酸 )， 
符合 鞘翅 目 普通 气味 结合 蛋白 的 模式 (Xu et al.， 
2009) ,具有 OBP 蛋白 家 族 的 典型 特征 。 
2.2 HparOBP15a 与 鞘翅 目 其 他 种 昆虫 OBP 氨基 
酸 序 列 比 对 

从 NCBI 数据 库 获 取 与 HparOBP15a 相似 性 高 
的 其 他 种 昆虫 OBP 氨基 酸 序 列 11 种 ,利用 软件 
Clustalx 进行 氨基 酸 序列 比 对 , HparOBP15a 与 铜绿 
丽 金 包 Anomala corpulenta 的 AcorOBP6( GenBank 登 




















1 GTATATAAAATCAAATGATCCTGCATTAGTTTAAACAGTACGAAAATGACTTCTACATTA 
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61 ATAGGTTCTCTTGTGCTTATTTCGTTCCTTTGCATCGGAGCCAGTGACCCCGATAAAGAA 
6 LGSIVLILIS FICIGASDPDEKE 
121 AAACTGCGTGAAGCCGCCAAATCCATCATGTACGATTGCAAGGGAAAGGTAGGTGCGTCA 
26 KLPREAAKSIMYD OFKGKYVGAS 
181 GATGCTGACGTCCAATCGCTATTGGACAAAACCATTCCGACTACCAAAGAAGGCGCATGC 
46 DADVQSLLDKTIPTTITKEGA GO 
241 CTGCTGGAATGCATCTTCACGACGTCCAAAGTCATGAAGGACGGTACTTTAGATAAGGAC 
66 LLE OIFTTS KVMEKDGTLDEKD 
301 GCCACTTTGAAGACCTTGGAGGTGGTCTTGAAGAAAGACAAAGATAAAGAAGCAAAGGTC 
86 ATLKTLEVYVLKKDKDKEAKYV 
361 CGCAGATATTGGACGCGTGCCAGAAGCAAATCGGCAAGGGAACAGACGATAAATGTCAA 
106 TQOQILDA OQRFKoQRECIGKGTDDK OQ 
421 ACAGCTAAGATGATCGCCGATTGTTTACAGAAACAAGGAAAATTGGCTGGTTTAAGTCCG 
126 TAKMIAD OLQRQCEKQEQEGKLAGYL SP 
481 TCGTCTTGAAAAAGAGCCGTGTGAAATGTGTAAGAAATAGTTCAGATGATGATA 
146 SHS 

图 1 暗黑 鳞 金 包 Hpar0BP15a 核 昔 酸 序列 及 其 推导 氨基 酸 序列 








Fig. 1 





Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of HparOBPI1Sa from Holotrichia parallela 











保守 位 点 上 的 半 胱 氨 酸 用 圆圈 表示 ,信号 肽 用 单 下 划 线 表示 ,起 始 密码 子 和 终止 密码 子 用 双 下 划 线 表示 。The conserved cysteines are 


indicated in circles. The predicted signal peptide is underlined. The start codon and termination codon are indicated in double underline. 














264 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 59 卷 





录 号 : AKC58527. 1 ) 相似 性 最 高 ,一致 性 为 38% ;与 
黄粉 虫 Tenebrio molitor 的 TmolOBP1( GenBank 登录 
号 : AJM71475. 1 ) 和 赤 拟 谷 次 Tribolium castaneum 
的 TcasOBP28a(GenBank 登录 号 : XP_008200270. 1 ) 
相似 性 较 高 ,一致 性 分 别 为 32.28% 和 31. 08% (图 
2)。 利 用 Mega 5. 0 软件 ,采用 邻接 法 (Neighbor- 
Joining，NJ) 构 建 了 鞘翅 目 部 分 昆虫 气味 结合 蛋白 


HParOBP15a 
有 corOBP6 
TmolOBP1 
TcasOBP28a 
HParOBP20 
TmolOBPS8 
TcasOBP16 
TmolOBP6 
PdivOBP2 
HparOBP2 
HparOBP21 
HparOBP8 
DponOBP16 


AcorOBP6 
TmolOBP1 
TcasOBP28a SNK 
HparOBP20 了 
TmolOBP8 
TcasOBP16 
TmolOBP6 
PdivOBP2 
HParOBP2 
HParOBP21 
HparOBP8 
DponOBP16 





的 系统 进化 树 ( 图 3)。 经 过 1 000 次 重复 后 ,清楚 
地 呈现 了 铜绿 丽 金龟 黄粉 虫 . 赤 拟 谷 盗 . 分 异 发 丽 
金 包 Phyllopertha diversa 及 中 欧 山 松 大 小 地 
Dendroctionus ponderosae 与 暗黑 鲁 金 怨 HparOBP15a 
的 亲缘 关系 。 从 图 2 中 ,可 以 发 现 HparOBP15a 与 
AcorOBP6 处 于 同一 分 支 上 ,表明 它们 的 亲缘 关系 最 
近 ; 其 次 是 与 TmolOBP1 和 TcasOBP28a 关系 较 近 。 















图 2 HparOBP15a 与 其 他 物种 气味 结合 蛋白 的 氨基 酸 多 序列 比 对 


Fig. 2 ” Multiple alignment of HparOBP15a with the odorant binding proteins from other species 








星 号 表示 保守 位 点 上 的 半 胱 氨 酸 The conserved cysteine are indicated with the asterisk. 蛋白 质 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin species of proteins 


and their GenBank accession numbers: 铜绿 丽 金 包 Anomala corpulenta ( AcorOBP6，AKC58527. 1 ) ; 黄粉 虫 Tenebrio molitor ( TmolOBP1， 
AJM71475. 1; TmolOBP6 ，AJM71480. 1; TmolOBP8 , AJM71482. 1 ) ; 赤 拟 谷 盗 Tribolium casianeum (TcasOBP16, EFA02853. 1; TcasOBP28a, XP 
_008200270.1) ; 暗黑 鳃 金龟 Holotrichia parallela ( HparOBP2, AKI84360. 1; HparOBP8, AKI84366. 1; HparOBP20, AKI84378. 1; HparOBP21, 
AKI84379.1); 分 异 发 丽 金龟 Phylloperitha diversa ( PdivOBP2，BAA88062. 1); 中 欧 山 松 大 小 守 Dendroctonus ponderosae ( DponOBP16 ， 














AKK25140.1). 下 同 The same below. 
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@@ HparOBP15a 
AcorOBP6(AKC58527.1) 
TmolOBP1(AJM71475.1) 
TcasOBP28a(XP_008200270.1) 


TmolOBP8(AJM71482.1) 
HparOBP20(AKI84378.1) 


TeasOBPL6(EFA02853.1) 
TmolOBP6(AJM71480.1) 


PdivOBP2(BAA88062.1) 
HparOBP2(AKI84360.1) 


HparOBP21(AKI84379.1) 
HparOBP8(AKI84366.1) 


图 3 上 暗黑 鳃 金龟 HparOBP15a 与 其 他 气味 结合 蛋白 的 系统 进化 树 ( 邻接 法 ) 
Fig. 3 Phylogenetic tree of HparOBP1Sa and other odorant binding proteins based on amino acid sequence (neighbor-joining method ) 
采用 邻接 法 构建 系统 发 育 树 ,进行 了 1 000 次 重复 ;以 0. 2 为 遗传 距离 作为 标尺 ;蛋白 名 称 参 见 图 2。Phylogenetic tree was constructed by 


neighbor-joining method with 1 000 replications. The gene distance of 0.2 is used as the scale bar. Protein names refer to Fig. 2. 
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2.3 ”HparOBPI15a 基因 的 组 织 分 布 及 相对 表达 量 
通过 效 光 定量 结果 可 知 ,无 论 峻 虫 还 是 雄 虫 ， 

Hpar0BP15a 主要 在 暗黑 鳃 金鱼 的 触角 中 表达 ,其 

他 部 位 的 相对 表达 量 很 低 或 者 未 检 出 (图 4)。 比 较 
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图 4 Bor0B8P15o 在 上 暗黑 鳃 金龟 成 虫 各 组 织 中 的 相对 表达 量 





雌雄 虫 触角 的 含量 差异 可 以 看 出 ,其 在 雌 虫 触角 中 
的 表达 量 远 超 过 雄 虫 触角 (图 4) 。 以 上 两 方面 均 表 
明 Hpar0BP15a 在 肉 虫 触角 中 的 特异 表达 ,这 可 能 
与 其 功能 密切 相关 。 


E 雄 Male 
co 崔 Female 
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Fig. 4 Relative expression level of HparOBP]1Sa in different tissues of Holotrichia parallela adults 


2.4 重组 蛋白 pET30a-OBP15a 表达 与 纯化 

将 重组 表达 质粒 pET30a-OBP15a 转化 表达 感 
受 态 细胞 Transetta ( DE3 ) 诱导 表达 。 与 对 照相 比 ， 
经 IPTC 诱导 的 菌 液 在 21 kD 左右 可 观察 到 明显 的 
蛋白 条 带 ( 图 5: 泳 道 1 和 2)。 为 了 避免 His-tag 对 
配 体 结 合 产生 影响 ,用 重组 肠 激酶 切 去 His-tag ,在 
15 kD 左右 处 出 现 预期 的 单一 蛋白 条 带 ( 图 5: 泳 道 
4) ,与 HparOBP15a 蛋白 理论 大 小 一 致 。 
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图 5 通过 SDS-PAGE 分 析 pET30a-OBP15a 融合 蛋白 
Fig. 9 Analysis of recombinant pET30a-OBP15a by SDS-PAGE 
M1 : 蛋白 质 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight Marker 1; 1: 未 
诱导 pET30a-OBP15a 菌 体 Non-induced Escherichia coli pET30a- 
OBP15a; 2: 诱导 pET30a-OBP15a 菌 体 Induced E. coli pET30a- 
OBP15a; 3: 第 1 次 纯化 后 的 pET30a-OBP15a Purified protein 
pET30a-OBP15a; 4: 去 除 His-tag 后 纯化 的 pET30a-OBP15a Purified 
protein pET30a-OBP15a with His-tag cleaved by rbEK; M2 : 和 蛋白质 分 
子 量 标准 物 Protein molecular weight Marker 2. 






























































2.5 HparOBP15a 蛋白 的 荧光 测定 和 配 体 结合 实验 

以 1-NPN 作为 欧 光 探 针 进 行 欧 光 竞 争 结合 实 
验 , 通 过 软件 GraphPad Prism 5$.0,HparOBP15a 和 1- 
NPN 的 相关 系数 为 0.9994 ,Scatchard 方程 线性 化 后 
相关 系数 为 0. 9851 , 解 离 常数 KiNNl 为 1. 134 
pmol/L( 图 6) ,在 此 基础 上 计算 HparOBP15a 和 蛋白 
与 58 种 化 合 物 的 结合 能 力 ,结果 如 表 1 所 示 。 多 种 
化 合 物 能 与 HparOBP15a 结合 ,其 中 十 二 烧 具 有 较 
强 的 竞争 结合 能 力 ,能 在 20 umolL 时 将 1-NPN 相 
对 效 光 值 竞争 至 42.7% ,说 明 它 与 HparOBP15a 有 
较 强 的 结合 能 力 。 
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图 6 HparOBP15a 蛋白 与 荧光 探 针 1-NPN 的 结合 
曲线 及 Scatchard 方程 
Fig. 6 Binding curve of 1-NPN to HparOBP15a 








and relative Scatchard plot 
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表 1 HparOBP15a 与 配 体 结合 特性 分 析 

















































































































Table 1 Binding properties of HparOBP1Sa with different ligands 
配 体 化 合 物 Ligands cm ml%) Kd 配 体 化 合 物 Ligands ic I (%) Kd 
烃 类 Hydrocarbons 4- 相 烯 醇 Terpinen-4-ol 34.5 61.1 18.3 
正己 烷 Hexane 39.6 62.4 21.1 a- 松 油 醇 qa-Terpineol 31.7 60.7 16.9 
正 庚 烷 Heptane 37.2 60.9 19.8 柳 花 叔 醇 Nerolidol 34.1 59.3 18.1 
正 辛 烷 Octane 33.7 62.2 17.9 R- 芳 樟 醇 (-)-Linalool 34.7 63.5 18.5 
千 烷 Nonane” 对 61.8 三 醛 类 Aldehydes 
正人 淆 烷 Decane 36.3 64.4 19.3 茶 甲 醛 Benzaldehyde 29.4 57.8 15.6 
十 一 烷 Undecane * 三 67.2 三 戊 醛 1-Valeraldehyde 36.0 62.2 19.1 
十 二 烷 Dodecane * 16.1 42.7 8.5 己 醛 1-Caproaldehyde 一 67.9 一 
十 三 烧 Tridecane 33.2 59.2 17.6 2- 乙 基 已 醛 2-Ethylhexanal * 30.9 58.2 16.4 
十 四 烷 Tetradecane 38.9 63.9 20.7 庚 醋 1-Heptaldehyde 31.0 58.7 16.5 
十 五 烷 Pentadecane 28.1 57.6 14.9 辛 醋 1-Octanal * 39.3 65.6 20.9 
十 六 烷 Hexadecene 36.6 62.6 19.5 千 醚 1-Nonanal * 36.9 63.4 19.6 
茶 乙 烷 Ethylenzene * 29.4 55.6 15.6 淆 本 1-Decanal * 37.6 64.1 20.0 
水 芹 烯 Phellandrene 一 66.8 一 十 一 醛 Undecylic aldehyde 28.1 53.6 14.9 
柠檬 烯 (R)-( + ) -Limonene 35.9 62.5 19.1 肉桂 醛 Cinnamaldehyde 38.0 63.7 20.2 
月 桂 烯 Myrcene 一 65.1 一 类 Esters 
Qa- 泌 烯 a-Pinene * 26.0 56.6 13.8 葵 甲 酸 丙 酯 Propyl benzoate 29.5 57.8 15.7 
醇 类 Alcohols 茶 甲 酸 丁 酯 Butyl benzoate 35.9 62.6 19.1 
葵 甲 醇 Benzyl alcohol 38.7 63.2 20.5 茶 甲 酸 已 酯 Hexyl benzoate 35;2 58.4 18.7 
4- 叔 丁 基 环 己 醇 28.1 56.7 14.9 水 杨 酸 甲 酯 Methyl salicylate 35.1 61.0 18.6 
4-tert-Butylcyclohexanol * 
己 醇 1-Hexanol 一 67.9 一 邻 氮 基 茶 甲 酸 甲 酯 Methyl anthranilate 一 74.2 一 
庚 醇 1-Heptanol 35.6 62.7 18.9 邻 茶 二 甲酸 二 甲 酯 Dimethyl phthalate 35.8 60.1 19.0 
正 辛 醇 1-Octanol 33.9 60.5 18.0 L- 异 亮 氨 酸 甲 酯 Methyl L-isoleucinate 39.5 65.3 21.0 
千 醇 1-Nonanol 32.2 60.8 17.1 | 其 他 Others 
癸 醇 1-Decanol 32:7 59.7 17.4 茶 甲 醚 Anisole 38.9 62.4 20.7 
十 一 醇 1-Undecanol 24.2 $2 12.9 丁子 香 酚 Eugenol 一 71.5 一 
十 二 醇 1-Dodecanol 21.2 50.7 11.3 B- 紫 罗兰 酮 B-Ionone 一 67.9 一 
十 三 醇 1-Tridecanol 32.2 57.5 17.1 | “四 基 S- 庚 烯 2- 天 委 66.4  - 
6-Methyl-5-hepten-2-one * 
顺 -2- 已 烯 醇 cis-2-Hexenol 一 66.0 一 1,3- 二 毛茶 1 ,3-Dichlorobenzene * 29.7 上 15.8 
Se 4- 羟 基 4- 甲 基 -2- 戊 酮 
反 -2- 已 烯 醇 trans-2-Hexenol 一 65.5 一 4 oy nellyl Sentanone 32:1 61.2 17.1 
顺 -3- 己 烯 醇 cis-3-Hexenol 26.9 55.8 14.3 2- 乙 基 已 基 乙 酸 酯 2-Ethylhexyl acetate * 31.4 58.9 16.7 
1- 辛 烯 -3- 醇 1-Octen-3-ol 29.9 58.8 15.9 
* 榆树 挥发 物 的 主要 成 分 Main components of the volatiles in the elm; - : 不 结合 Non-binding ligands; ICso : 配 体 置换 50% 1-NPN 时 的 配 体 浓度 








The concentration of ligand halving the initial fluorescence intensity; Int: 配 体 浓 度 值 在 20 mol/L 时 的 荧光 下 降 值 占 初 始 荧光 值 的 百分比 


Fluorescence intensity measured at the ligand concentration of 20 umol/L as the percent of the initial fluorescence; Kd: 解 离 常数 Dissociation constant. 


3 讨论 

















根据 转录 组 测序 结果 ,克隆 了 气味 结合 蛋白 基 
Hpar0BP15a, 序列 分 析 表 明暗 黑 鲁 金 色 
Hpar0BP15a 基因 编码 的 氨基 酸 有 6 个 保守 的 半 胱 
氨 酸 ,N- 末 端 有 20 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 ,符合 气 
味 结合 蛋白 的 典型 特征 。 与 不 同 物种 OBP 序列 比 对 
结果 表明 , HparOBPl1Sa 与 铜绿 丽 金 包 Anomala 
corpulenta 的 AcorOBP6 ( GenBank 登录 号 : AKC58527. 
1) 相 似 性 最 高 ,氨基 酸 序 列 一 致 性 为 38% 。 同 时 ， 
序列 进化 分 析 也 表明 HparOBP15a 与 AcorOBP6 亲 












































缘 关 系 最 近 , 与 TmolOBP1 和 TcasOBP28a 亲缘 关系 
较 近 , 而 与 同 物 种 的 HparOBP2，HparOBP8， 
HparOBP20 和 HparOBP21 亲缘 关系 较 远 。 因 此 ,我 
们 推测 暗黑 鳃 金 多 体内 不 同 OBPs 可 能 具有 不 同 的 
功能 ,而 HparOBP15a 与 AcorOBP6 则 可 能 因为 结构 
相似 而 在 生物 体内 具有 相似 的 功能 。 

组 织 表 达 模 式 表明 , Hpar0BP15a 主要 在 成 虫 
触角 中 表达 , 且 在 雌 虫 触角 中 表达 量 最 高 ,在 头 、 胸 、 
足 和 却 中 仅 有 微量 表达 。 鉴 于 触角 是 最 重要 的 嗅觉 
组 织 ,推测 蛋白 Hpar0BP15a 主要 参与 气味 的 结合 
与 运输 ,由 于 其 在 肉 虫 触角 的 表达 量 明显 高 于 雄性 
触角 ,我 们 推测 HparOBP15a 主要 在 雌 虫 的 信息 识 
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Fig. 8 ”Competitive binding curve of five kinds of elm 
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别 中 发 挥 作用 。 

由 于 暗黑 鲁 金 怨 对 于 寄主 植物 具有 明显 的 选择 
取 食 特性 ,根据 其 嗅觉 识别 特点 选择 了 58 种 化 合 
物 ,这 些 化 合 物 分 别 为 寄主 植物 挥发 物 ( 范 丽华 等 ， 
2013; 张 化 平等 , 2014) 、 暗 黑 鳃 金龟 自身 的 性 信息 
素 (Leal et al., 1993) 、 对 其 他 金龟 子 有 了 吸引 作用 的 
气味 物质 ( 王 冰 , 2013) 已 明确 的 与 华北 大 黑 鲤 金 
龟 气 味 结合 蛋白 OBP1-4 结合 亲 和 性 较 高 的 配 体 分 
子 等 ( 邓 思 思 , 2011; 王 冰 , 2013)。 研 究 结 果 表 明 ， 
被 测试 的 58 种 化 合 物 中 有 46 种 化 合 物 能 够 与 
HparOBP15a 结合 ,表明 HparOBP15a 气味 结合 谱 非 











常 广 。 这 46 种 化 合 物 分 别 是 11 种 榆树 挥发 物 、33 
种 常见 植物 绿叶 气味 和 2 种 上 暗黑 鳃 金色 性 信息 素 成 
分 。 已 有 研究 表明 ,信息 化 合 物 的 碳 原子 数目 会 影 
啊 配 体 与 蛋白 的 结合 能 力 ;在 一 定 范围 内 , 随 着 碳 原 
子 数 的 增加 , 配 基 与 蛋白 的 结合 能 力 越 弱 (Li et al.， 
2008; Yu et al., 2009; Jiang et al., 2009; Deng et al., 
2012)。 本 实验 中 ,被 测 5 ~16 个 C 原子 数 的 饱和 
烷烃 和 5 ~13 个 C 原子 数 的 饱和 醇 类 的 结果 ,表明 
气味 化 合 物 的 结合 能 力 与 C 原子 个 数 没有 明显 的 
线性 关系 。 相 对 于 其 他 C 原子 数 的 饱和 烷烃 、 醇 
类 ,OBP15a 能 与 十 二 烷 、 十 二 醇 很 好 地 结合 , 推测 
OBP15a 蛋白 的 玻 水 腔 可 能 正好 容纳 含有 12 个 C 
原子 的 化 合 物 。 但 是 , 当 配 体 浓度 在 20 nmolL 时 ， 
能 从 HparOBP15a/1-NPN 复合 物 中 置换 出 50% 1- 
NPN 的 配 体 仅 有 榆树 挥发 物 十 二 烷 ( 图 7) ,表明 蛋 
白 HparOBP15a 在 气味 结合 谱 较 广 的 同时 ,对 于 某 
些 化 合 物 具有 较 强 的 结合 特异 性 。 

十 二 烷 是 暗黑 鳃 金 怨 成 虫 主要 寄主 植物 榆树 挥 
发 物 的 主要 成 分 之 一 ( 张 化 平等 ，2014 ) , 它 与 
HparOBP15a 结合 能 力 非常 强 , 同 时 ,4- 羟 基 -4- 甲 基 - 
2- 戊 酮 , 葵 乙 烷 、.a- 菠 烦 、2- 乙 基 已 醛 、 正 十 烷 、 辛 醛 、 
1,3- 二 毛茶 .2- 乙 基 -1- 乙 醇 、 壬 醛 .2- 乙 基 己基 乙酸 
酯 、 类 醛 等 榆树 挥发 物 也 能 够 较 好 与 HparOBP15a 
结合 (图 8)。 与 此 相似 ,榆树 挥发 物 顺 3- 己 烯 醇 、 
柠檬 烯 和 oa- 菠 烯 被 HparOBP1 识别 , 茶 甲 醛 则 与 
HparOBP2 强烈 结合 (Ju et al., 2012)。 但 是 ,榆树 
挥发 性 化 合 物 6- 甲 基 -5- 庚 烯 2- 酮 ,虽然 能 够 引起 暗 
黑 鳞 金 包 成 虫 产生 明显 的 EAG 反应 ( 张 化 平等 ， 
2014) ,但 是 与 HparOBP15a 无 结合 能 力 , 可 能 此 活 
性 的 化 合 物 分 子 是 由 上 暗黑 鳃 金龟 的 其 他 OBPs 识别 
的 。 因 此 ,我 们 推测 暗黑 鳃 金鱼 在 对 寄主 植物 化 合 
物 识 别 过 程 中 可 能 需要 多 种 OBPs 协同 作用 

L- 异 亮 氨 酸 甲 酯 和 R- 芳 樟 醇 是 暗黑 鳃 金龟 性 
言 息 素 主要 成 分 (Leal ei al., 1993 ) , HparOBP15a 与 
L- 异 亮 氨 酸 甲 酯 、R- 芳 樟 醇 的 解 离 常数 Kd 分 别 为 
21.0 和 18. 5 pmol/L,2 种 信息 素 均 能 够 被 
HparOBP15a 识别 ,其 中 R- 芳 樟 醇 与 重 白 的 结合 能 
力 相 对 较 好 ,说 明 HparOBP15a 和 蛋白 对 R- 芳 樟 醇 更 
为 敏感 。 而 HparOBP1 能 识别 上- 异 亮 氨 酸 甲 酯 ,其 
解 离 常 数 Kd 为 10.6 pmol/L; HparOBP2 仪 识别 R- 
芳 樟 醇 ,其 解 离 常 数 Kd 为 18.8 pmol/L( Ju et al.， 
2012) ,因此 ,我 们 推测 在 暗黑 鳞 金 包 对 性 信息 素 的 
识别 过 程 中 , HparOBP1 ，HparOBP2 和 HparOBP15a 
等 多 种 蛋白 均 起 到 一 定 的 作用 。 
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本 实验 通过 对 Hpar0OBP15a 功能 性 验证 ,表明 
其 气味 结合 谱 较 广 ,尤其 对 榆树 某 些 挥 发 性 气味 具 
有 和 较 强 的 结合 特性 ,推测 其 在 暗黑 鳞 金 色 寄 主 植物 
尤其 是 榆树 定位 中 起 重要 作用 。 本 研究 不 仅 有 助 于 
完善 暗黑 鳃 金龟 识别 寄主 植物 的 嗅觉 机 理 ,也 为 暗 
鳃 金色 的 绿色 防 控 提 供 理论 基础 。 
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